
优良实验室规范
Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度系统

前言

优良实验室规范 (GLP) 目的是获得准确、高精度的结果，这就需要使用能正确

运行、符合全球监管机构如美国药典 (USP) 和欧洲药典 (EP) 要求的测量系统。

Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度系统包括一个紫外-可见仪器，其基于行业

领先的液相光电二极管阵列检测器技术，设计和制造满足最严格的标准和监管要

求。安捷伦提供了全方位的服务计划和法规依从服务套装，帮助您完成 8454 紫
外-可见系统和组件的验证，确保最高水平的可靠性和性能。本文着眼于需要验

证的特定组件：仪器、软件和验证测试方法，并介绍了 Agilent Cary 8454 紫外-
可见分光光度系统设计用于满足初始和反复验证的需求的功能。

分光光度计

该紫外-可见系统基于 Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度计。不同于传统

的扫描分光光度计，二极管阵列分光光度计（如 Cary 8454 紫外-可见分光光度

计）没有具有光学活性的移动部件，同时，30 多年的制造运行也证明二极管阵

列分光光度计无论是在短期（几小时或几天）还是长期（几个月或几年），都具

有非常好的重复性和稳定性。没有移动部件，意味着不需要机械部件的调整或

重新校准，因而验证主要要求：

• 检查仪器是否满足性能指标

• 检查性能的显著变化

性能变化会影响定量分析的准确度，揭示潜在的问题。大多数情况下，性能上

的变化是由氘灯的光强在其生命周期里逐步降低所引起的。



验证

Agilent Cary 8454 紫外-可见系统软件拥有内置的自验证功

能，从而不需要频繁的全面验证。原则上，只有经过维修

或是更换光源后，才需要进行全面的验证程序。当噪音达

到不可接受的水平时应更换光源。

然而，依据传统分光光度计常见的做法，我们建议每六个

月进行一次全面验证。USP 和 EP 的紫外-可见分光光度计

性能验证有明显的区别。USP 规定：“仪器的性能应达到

制造商所规定的性能”。相反，EP 给出了具体的波长准确

度、光度准确度、杂散光以及分辨率的测试方法和性能要

求。Agilent Cary 8454 紫外-可见系统满足这两种规定的要

求，可以提供一系列的测试，包括 EP 要求的所有测试，并

允许用户选择这些测试，根据公司或国家规定的需要进行全

面验证。分光光度计性能验证组件的性能指标如下。

性能验证指标
波长准确度

经认证的 NIST 可追溯氧化钬高氯酸盐溶液通过 14 次验证

获得的透射峰极小值准确度在 ± 0.5 nm 内1,2。仪器使用空

气或空白溶液作为空白，并对标准品的透射光谱进行了测量。

所测出的波峰极小值随后同给定的波长相比较。
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光度计准确度

• 使用 NIST 可追溯的 930e 吸收玻璃标准品，透射率为 
10%，在 440.0、465.0、546.1、590.0 和 635.0 nm 处， 
大约 1 AU 的准确度在 ± 0.005 AU 范围内。仪器使用空

气作为空白，并测量了在特定波长处的吸光度值。随

后将这些值与标准品的给定值相比较。

• 使用 6% w/v 重铬酸钾 NIST 可追溯 935a 溶液溶解

在 0.01 N 硫酸中（也可使用 0.001M 高氯酸），在 235、
257、313、350 nm 处的准确度为 ± 0.01 AU。仪器使

用了空白，并测量了在特定波长处的吸光度值。随后

将这些值与标准品的给定值相比较。

杂散光

• 使用 50 g/L NaNO2 溶液测得在 340 nm 处小于 0.03%

• 使用 10 g/L NaI 溶液测得 220 nm 处小于 0.05%

• 使用 1.2% KCl 溶液测得 198 nm 处小于 1%

在透射模式下，仪器使用了空气作为空白。透射率值通过

使用适合的溶液在合适的波长下测得。

分辨率

0.02% v/v 含甲苯的正己烷溶液在 269 和 266 nm 处的吸光

度比值大于 1.5。仪器使用正己烷作为空白，并测量了在特

定波长处的吸光度值。比率经过计算，并同给定值进行比较。
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噪音

500 nm 处 0 AU 小于 0.0002 AU rms（均方根）。不需要滤

光片或标准品。样品区域空白，积分时间为 0.5 秒，在用

户指定的波长下进行了 60 次连续的吸光度测量。将测得的

数据代入下面的公式计算噪音：

噪音 (rms) = √((Σ(X-x)2)/n)

X 是 11 个点的偏移平均值，x 是测量值，n 是测量点数。

基线平直度

0 AU 处小于 0.001 AU rms。不需要滤光片或标准品。测

定没有样品时的空白，然后使用 0.5 秒的积分时间测量样

品的吸收光谱。基线的均方根值使用上面的公式进行计算，

但是使用的是标准平均值。

稳定性

在 0 AU，340 nm 处经过 1 个多小时的测量，波动小于 
0.001 AU。不需要滤光片或标准品。

Agilent Cary 8454 紫外-可见验证程序允许用户选择那些符

合国家或国际标准的测试，如图 1 所示。系统的验证程序

会主动提示用户插入标准品并进行适当的测量。该程序会

执行计算并生成验证报告。并且结果可以存档，便于报告

和查看。

图 1. 用户可选择的验证测试
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自检

上述的全面性能验证十分耗时，不适用于日常验证。常

见的做法是从每个月到每六个月进行一次全面的性能验证。

然而，如果不经常进行全面验证，就需要一些方法来监测各

全面验证间的性能。Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度

计具有内置自检程序，用户可以随时启用。自检包括电子

测试（分光光度计启动时还会自动运行）和光学性能测试，

将在下文进行归纳。自检能检测到与全面性能验证不同的

所有改变。自检结果存储于电子日志中，可随时打印和查

看。自检需要每周，甚至每天进行。

分光光度计自检的关键部分：

电子测试：执行电子测试以确保微处理器、内存、通信接口、

模拟数字转换器和快门的正确运行。

光学元件：暗电流、强度分布、486.1 和 656.3 nm 处氘灯

谱线的波长精确度和分辨率都会进行检查。

计算机和软件

操作软件 ChemStation 可在开发过程中进行了各种验证，

如每台仪器随附的验证申明中所述。仪器本身也包含额

外的软件程序以支持对电子数据处理特定部件的重新验证。

Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度计的数据采集会通过

如上所述的自动验证程序在后台进行检测。

软件数据分析和报告组件可以使用每份 ChemStation 软件

附带的软件验证工具包进行验证。这些验证文件可以用于

非 21 CFR Part 11 和 21 CFR Part 11 的软件配置。

工具包包括：

• 用于单组分校准和评价的光谱图

• 用于多组分校准和评价的光谱图

• 设计用于练习光谱处理和定量的方法

• 能自动执行验证过程的自动化文件

• 对预期结果的记录

测试通过加载和运行适当的自动文件进行。软件会自动一

步步完成一系列的方法加载、数据加载、数据分析和报告流

程，最终生成打印报告，然后再与预期结果对比。用户可

以改变验证过程以满足特定需要。Agilent Cary 8454 系统

转换的详细介绍请参阅《了解您的 ChemStation》使用手

册。这使得用户可以按照审核员的要求，手动重现所有软

件计算。

方法验证

方法验证是确认分析方法的性能特性是否适用于相应应用的

过程。美国药典 (USP) 记载的验证方法十分详细。

方法验证中需考虑到的分析变量一般包括精度、准确度、检

测限、定量限、选择性、线性和耐用性。
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用于 Agilent Cary 8454 紫外-可见系统的高级软件包括了能

简化分析方法验证的工具。评价分析方法中的变量需要适当

的统计工具。高级软件中含有所有结果的完整统计评价。统

计方法具有输入标样制备的标准差和由 Agilent Cary 8454 
紫外-可见分光光度计测量每个样品得到的统计数据的能力。

这样的测量统计数据只能使用二极管阵列分光光度计得到。

当选择了最大可能性，这些测量的统计数据可以用于校准程

序，改善拟合。

• 准确度是指单个测试结果与真实值的接近程度    
高级软件的波长优化功能可测量方法的准确度。对一

个典型的样品在所有测量波长范围内的所有波长进行测

量和定量，从而确定能提供最准确结果的波长

• 精度是指对多个同质样品应用同一分析方法而得到的各

个测试结果间的一致程度   
高级软件包括能计算一系列样品分析结果标准差的测试

方法。这是对方法精度的直接测量

• 灵敏度是对给定数量分析物响应的程度。灵敏度由两

个分析因子表示，分别为检测限和定量限   
检测限是指仪器设置在最高灵敏度时所能检测到的分析

物最低浓度。当分析物所发出的信号等于测量中噪音

的三倍时即认为达到了检测限。高级 ChemStation 软
件能提供带有基于检测中噪音水平的标准差的定量结果。

检测限约等于标准差的三倍

• 定量限是指在可接受的精度和准确度下所能测得的分析

物最低浓度   
可接受的精度和准确度取决于分析目的。有了这些定义，

上述工具就可以用来确定可接受的限度

• 线性是指方法生成的测量结果在给定范围内与样品中待

分析物浓度成比例的能力，无论是直接成比例还是通过

数学转换   
对于紫外-可见分光测量而言，常用的线性关系是比尔

定律 高级 ChemStation 软件能提供关于校准曲线线性

的图形化和统计化评价（图 2）。图形显示校准曲线具

有 95% 的置信区间。统计值包括每个标样与计算出的

关系间的百分误差、相关系数和拟合回归标准差  
 
高级软件的评价标准品功能可优化线性。这个功能可以

使用指定的校准参数，在所有波长下使用任何标准品进

行校准。每一个波长下校准曲线的质量由对波长作图的

相关系数、回归标准差或不确定性表示。在选中的统计

数据能提供最优值波长处的校准为最佳校准（图 3）
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图 2. 计算结果

图 3. 高级软件标准品评价功能的结果
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• 范围是指满足精度、准确度以及线性要求的分析物水平

的上限和下限之间的部分   
范围可以通过分析含有不同浓度分析物样品得到，并

可使用上述工具检测是否达到了要求的精度、准确度

和线性

• 选择性是指在其他化合物存在的情况下，方法准确、特

异性地定量分析化合物的能力   
其他化合物可能为存在于样品基质中并能吸收紫外-可
见光的前驱体、已知杂质、辅料以及降解产物。高级 
ChemStation 软件包括优化波长功能，可用于寻找能

够给出目标分析物最佳灵敏度的波长  
 

要使用这一功能，首先需要测量校准标准品，输入所需

的分析参数。然后测量出典型样品的光谱图，利用在所

有适用波长处计算出的校准系数使用高级软件的优化波

长功能对样品进行定量分析，并将结果与波长进行作图 
 （图 4）。  
 
当样品中的分析物浓度已由另一种技术得到时，最接近

已知值的结果的波长则为能提供最佳选择性的波长。当

分析物的浓度未知时，能提供最低浓度的波长通常具有

最高的选择性（杂质通常叠加到吸光中导致结果偏大）。

图 4. 高级软件优化波长功能的结果
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• 稳定性是在各种测试条件下分析相同样品所获得的测试

结果的重复程度   
方法不应受时间或位置的影响。方法的重现性应该建

立在各种条件下，比如不同的试剂批次或是不同的试验

温度。测试稳定性应包含多于单个仪器的仪器间和实

验室间的测量

记录

任何验证过程的一个重要组成部分是进行正确的记录。图 5 
给出了系统生成的方法记录的例子。该报告提供了特定方

法的完整概述，包括所有参数、数据采集、数据分析和报

告。如果方法使用校准，可以使用额外记录（参见下文）。

系统适用性

系统适用性不应同方法验证相混淆。系统适用性的目的是

评估分析系统的组件，表明系统性能满足方法所要求的标准。

方法验证在方法开发的最后一步实施，而系统适用性测试是

在一个给定的系统周期里确定其适合性或有效性。色谱系

统的系统适用性要求已经拥有明确的定义，而对于紫外-可
见分光光度计，用户则开发了他们自己进行系统适用性检查

的策略。例如：

A. 使用一个与预期组分浓度完全相同的标准品进行测量

和校准。然后对标准品和稀释两倍的标准品进行测量和定

量分析。两个样品的结果应该在已知浓度的一定百分比内。

重新对标准品进行测量以获得初始测量的质量。使用一个

标准品和两个对照样品（标准品和 50% 标准品），并输入

图 5. 方法记录

对照样品可接受的误差，利用 Agilent Cary 8454 紫外-可见

系统中的自动化功能，可实现上述策略的自动化执行。如

果一个对照结果超出了指定的范围，则会在结果报告中自动

标记出来。
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B. 测量标准品和一系列的标准品稀释样，计算每一浓

度的消光系数（吸光度值/浓度）。消光系数值的变化

不应该大于一个指定的百分比。在 Agilent Cary 8454 
紫外-可见系统中，其自动化功能可以实现多达 3 个标

准品的自动化测量。对于校准，校准结果包括从校准

曲线得到的每一个标准样品的百分比偏差。这个百分

比误差同每个标准样品消光系数偏差相同。

数据质量

一个适当的验证系统和分析方法并不能确保日常使用中

总能产生有效的结果。为了得到有效的结果，操作者

必须严格按照操作规程执行。Agilent Cary 8454 紫外-
可见系统提供了确保这样做的功能。ChemStation 方
法文件将完整的分析确定为全局性方法。它作为单个

文件存储，当加载时，可在无操作人员参与的情况下，

设置所有的数据采集、数据评价和校准参数，从而消除

了出错的机会。

通用性方法和法规适应性

安捷伦拥有两种不同的软件包能满足美国联邦法规 (CFR) 
第 21 章第 11 款关于存储和保护电子记录和电子签名

应用的规定。

安全包是帮助用户实现 21 CFR Part 11 法规遵从性的工

具，作为紫外-可见 ChemStation 的插件提供。为了安全，

包含了两种密码保护的操作权限。在管理权限下，可对

维护 更换光源

清洗光源透镜

安装 安装 Agilent Cary 8454 紫外-可见系统

验证 验证 Agilent Cary 8454 分光光度计

验证通用紫外-可见 ChemStation 软件

验证高级 ChemStation 软件

验证生物化学分析软件

操作 使用标准比色皿测量样品光谱

使用蠕动泵系统测量样品光谱

表 1. Agilent Cary 8454 紫外-可见系统 SOP 模板

全局方法进行开发、编辑和存储。而在使用权限下，对于日

常测试，可以加载和运行这些全局方法。ChemStation 也可

以使用 OpenLAB ECM 功能帮助实现 21 CFR Part 11 法规遵

从。认证包插件针对的是需要不同用户组对 ChemStation 
方法功能和分析参数进行更灵活访问的工作流程。

标准操作程序

对于一些系统不能控制的程序和动作，需要提供标准操作程

序 (SOP)。SOP 是操作者需要遵守以保证程序有效的文档

说明。它们可以分为三种类型（表 1）：

• Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度计维护

• Agilent Cary 8454 紫外-可见系统验证

• 正确操作
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错误检查

尽管拥有上述措施，错误仍然可能会发生。所以只要有可

能，在结果生成时对其质量进行内置的系统检查会大有帮

助。这些测试可以标记由于下列错误生成的值：

• 可能测量了错误的样品

• 样品可能被污染

• 测量可能超出了仪器的线性范围

Agilent Cary 8454 紫外-可见系统的一个重要的组成部分是

系统的固有功能，或能添加到方法中确保获得的数据质量的

功能。

• 没有空白不能测量：如果 Agilent Cary 8454 紫外-可见

分光光度计没有提前测量空白，就不能测量样品

• 使错误的数据无效：Agilent Cary 8454 紫外-可见分光

光度计可以在 0.1 秒内测得一张谱图，但是经常使用更

长的 0.5 或 1 秒的积分时间。这段时间用于对几次光谱

测量进行平均，改善信噪比。此外，还需计算测量的标

准差。如果在积分时间里发生问题，引起测量变化（比

如气泡），标准差将会变得很大。有效的样品在积分时

间里不会引起吸光度的明显变化。Agilent Cary 8454 
紫外-可见分光光度计会将具有较大标准差的所有测量

记录为无效，自动消除错误测量

• 统计数据：Agilent Cary 8454 紫外-可见系统具有多种

统计评价工具，内置在从数据采集到数据处理，再到校

准和评价的所有阶段。这些统计值是重要的质量工具，

表明已做过高精度测量，如表 2 所示

通用紫外-可见 ChemStation

• 单组分校准：校准的标准差、相关系数、每个标样校准曲线的百分误差

高级紫外-可见 ChemStation

• 每次测量的标准差。校准标准品的标准差说明，用于校准的统计评价

• 单组分校准：校准的标准差、相关系数、不确定性、每个标样校准曲线的

百分误差、杠杆值、库克距离

• 95% 预测区间单组分定量结果

• 95% 预测区间相对拟合误差多组分分析结果（描述标准品测试光谱拟合

质量，标示不正确的样品鉴定或者样品污染物）

表 2. Cary 8454 系统的质量统计功能

• 分析确认：Agilent Cary 8454 紫外-可见系统可以用多

达 4 个独立的数据分析过程评价一个样品。该功能的

一个重要应用就是确认分析。这种技术利用波长交叉检

查在需要分析波长下得到的结果  
 
确认分析可以检测和正确识别样品、样品污染物、样品

分解产物以及分光光度计线性动态范围之外的测量。不

满足确认分析要求的样品会被自动标记出来（图 5）
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仪器日志

Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度计拥有内部日志。其

包含所有的自检结果和仪器报告的错误。用户还可以访问

日志，记录仪器验证和仪器进行的所有维修。

生成原始数据的过程以电子档的形式完整记录在了硬盘上。

每一台 Agilent Cary 8454 紫外-可见分光光度计的固件中都

有一个序列号和固件版本号。每次系统启动时软件都会自

动读取数据，并主动识别仪器及其之前进行的测量。关键

信息，诸如用户名、时间、日期、分光光度计序列号和其他

可用信息（比如帕尔贴温度控制器连接时的温度）都会被

自动添加到每次测量的光谱和结果文件中。这些信息可以

在屏幕上显示，但是不可编辑。

作为方法的一部分，您可以指定将所有数据的以其被获取时

的形式自动存储，确保结果的可追溯性。原始数据会同上

述所有的注释信息一起存储。此外，即便只使用一个波长

进行分析，也可指定进行全谱采集和存储，这样可以查看样

品的完整信息。

数据存储

采用正确的编码和归档，测试数据可以安全地存储很长时间。

所有的 Agilent Cary 8454 紫外-可见系统数据和方法文件都

以二进制格式储存并且不可编辑。

图 5. 确认分析结果（限值 1%）
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